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論 文 内 容 要 旨
Am photericinB(Am B)isanessentialdrugtotreatsystemicfungalinfections.InspitethatAmBhasbeen
usedfordecades,themolecularmechanismofAmBactionatthemembranelevelisfarB10mbeingwelun-
derstood･Sincethemostsignificantdiferencebetweenhumanandfungalcelmembraneisinthesterolpre-
sent:whilecholesterol(Chol)isthemajorsterolpresentinhumanmembrane,ergosterol(Ergo)isdominant
infungalmembrane;itiswidelyacceptedthatantifungalactivityofAmBcomes丘omitsfavoredinteraction
withergosterol･Inaddition,ahypothetical"barel-stavenmodehadbeensuggested:anionchannelformedby
8AmBand8ergosterolmolecules･Recently,moreevidenceforsuchamodehasbeencolectedbyawide
rangeofmethods(TheoreticalStudy,MD,Abs,FTIR,SPR,FLIM,AFM,etc).Mostofthesestudiesarecar-
riedoutontheassumptionthatAmBinteractswithbothtwosterolswithinmembrane;andthediferencesbe-
tweenAm BICholandAmB-Ergointeractionareadvocated.However,beforethat,itisalsofundamentalto
considerthediferentialefectsoftwosterolsonphysicalpropertiesofmembrane,assterolaccountsformore
than30m01% ofmembranecomposition.Forinstance,sterolscansignificantlychangemembraneordering/
packingthusafectdrugpenetration.
ThisstudyconfirmedtheexistenceofAmB-ergocomplex;thenthreemethodswereappliedtoelucidatethe
mechanism mainly丘.om aviewpointofsterol'sroleonphysicalpropertiesofmembrane.Thisstudysug一
gestedimportantdiferencebetweenthetwosterolswhichcanafectAm BTsactivity.
Chapter1(Introduction):Generalknowledgeofcel,biologicalmembranes,lipids,lipidbilayerandvesicle,
lipidphaseanddomain(raft)wereintroducedsequentialy.A氏erward,chemicalandphysicalcharacteristicsof
cholesterolandergosterol,aswelasAm Bwereintroducedindetail.
Chapter2(PurposeandMethodology):Firstlyitintroducedmilestoneeventsandrecentprogressofrelated
research.Motivationandimportanceofthisstudywasthenexplained.Themainpurposewastoinvestigate
theefectsofvariouscholesterolorergosterolconcentrationsonphysicalpropertiesoflipidmembrane.Mate-
rials(liposomemadeofarangeofsaturated,unsaturatedlipidsand/ornaturallipids)andmethods(DSC,de-
tergentinsolubility study,andfluorescenceprobeteclmiquewerethenroughlydescribed･Structureandlogi c
ofthis也esiswasalsoexplained.
Chapter3(InteractionofAm photericinBwithLipidVesiclesContainingCholesterolorErgosterol):
Byelectronicabsorptionspectroscopy,PossibleAm B-ergosterolaggregatesweredetected･Thiswasinline
withpreviousstudybyothermethods.SurprlSlngly,absorptionspectraimpliedthatAmBaggregationstates
werealmostthesameinDOPCorDOPC/Cholliposomes.Inbothcases,itcanbespeculatedthatAmBform
largeraggregates(absorption:～326nm)withoutothermoleculesinvolved･
Chapter4(CalorimetricStudy):ComparisonofthermogramsshowedthatAmBafectedergosterolmembrane
toagreatextent.Incontrast,AmBhadalmostnoefectonthermogramofcholesterolliposomes.Thissug-
gestedthatAmBpenetratedintoergosterolmembrane,whilein thecaseofcholesterolAmBmostpossibly
locatedonthesurfaceofmembrane.
Chapter5(DetergentInsolubilityStudy):Thisstudysuggestedthatergosterolliposomeshadgreaterresistance
againstTritonX-looinalliposomes.Thissimply implied high er affinity between ergosteroland
phospholipid.
Chapter6(FluorescenceProbeStudy):Sincechapter 5 did not provide the specific information at
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phospholipidglycerolbackboneareawhichdirectlyafectsdrugpenetration,an environment-sensitivedye
Laurdanhasbeenusedtodetectwaterconcentrationoverthere.BasedonLthefactthatLaurdanfluorescence
onlycomes丘omtwocomponents(non-polar:440nmandpolar:'490nm),generalizedpolarization(I440nm-I
490nm)/(Ⅰ440nm+Ⅰ490mm)wasalsointro血ced.
Byextendingnon-polarchainandfilingBeespace,bothCholesterolandergosteroldramaticalydecreasedpo-
larity.Dependingonsterolratios,Cholesterolandergosterolshowedstrongerorweakerefectsonsaturated
lipids.Ontheotherhand,inliposomesconsistingofunsaturatedlipids,ergosterolhadclearlyweakerability
inpreventingwaterpenetration.Largeramountofwatermoleculesmeanslargerspaceinthisarea,thuseasier
forAmBmoleculestoenterintoergosterolmembrane.Thiscanbeexplainedbyrelativelybentconfomation
ofergosterol.
Inconclusion,thisstudysuggestedtheroleofergosterolinAmB-membrane.interaction:1)Direct:forming
complexwithAmBinmembraneascon点rmedbyelectronicabsorptionspectroscopy.2)Indirect:altering
packingandorderingoflipidmembrane.Diferentfromprevioustheory,thisstudysuggestedthatAmBcan
onlyenterintoergosterolmembrane.Ergosterolhasweakerabilityinpackingheadgroupsofunsaturatedlip-
idswhicharemajorcomponentoffungalmembrane.Therelativelylargerspaceatpolarheadareaof
ergosterolmembraneprobablyplaysacentralroleinpenetrationofamphotericinB.
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論文審査の結果の要旨
ペニシリンの発見で人類は細菌の感染症を克服してきたが､真菌の感染症には有効な治療薬はない｡末
期の癌患者やエイズ患者など免疫機能が低下した患者は､健常人では感染しない真菌に感染し重篤な症状
を呈する｡このような状況の下で､真菌の感染症に有効なAm photericinB(AmB)がS.nodosusから発見さ
れた｡ヒトの細胞膜にコレステロール (Cholesterol;Chol)が存在するのに対して真菌にはエルゴステロー
ル (Ergosterol;Ergo)が存在し､この差を利用して真菌に選択的に作用する抗真菌抗生剤としてAmBが注
目されている｡
リポソーム (脂質膜頼粒)にAmBを混合すると副作用が低減することから､脂質製剤のAmbiosomeが臨
床で使用されているが､その作用機構の解明は遅れている｡本博士論文申請者のWuLiは､AmBの作用機
構を物性物理学の視点から解明することを企図して､細胞膜への結合､細胞膜への侵入､細胞膜内でチャ
ンネル形成への再配置の3段階の中で細胞膜への侵入の過程を解明することを目的として研究を行った｡
この目的を達成するためにErgoとcholの脂質膜に対するAmBの効果の差を､AmBの凝集状態を知ること
ができる吸収スペクトルの測定､相転移温度が23oCのリン脂質DMPCの示差走査熱量計 (DSC)測定､お
よび､脂質膜の極性頭部への水分子浸入を定量化できる蛍光色素のLaurdanを用いた蛍光測定を用いて研
究した｡
相転移温度が-18oCであり室温では液晶相にあるリン脂質のDOPCを用いた実験では､Cholを含む
DOPCリポソームではAmBの凝集体の吸収ピークを観察したが､Ergoを含むDOPCリポソームでは異なる
吸収ピークが現れた｡このことからAmBとErgoが相互作用していることが示された｡DSCの実験ではDM
pc/chol系のリポソームにAmBを加えてもその転移エンタルピーの大きさは変化しなかいが､DMPC偲rgo
系のリポソームにAmBを加えると転移エンタルピーが大きく減少することがわかった｡これは､Ergoと
AmBの複合体がDMPC膜に侵入していることを示している｡Laurdanをプローブに用いた蛍光測定では､
DOPC/Chol系がCholの濃度依存的に極性頭部への水の浸入の抑制を示したのに対して､DOPC侶rgo系では
その効果はCholに比較して小さいことが示された｡
これらの実験から､Cholを含むヒトの細胞膜では脂質分子間のパッキングが強く､AmBは膜に侵入し
ないが､Ergoを含む真菌膜ではパッキングが弱く､AmBとErgoが複合体を作って膜内に侵入していると
いうモデルをたてた｡このモデルは､AmBのリポソーム製剤が真菌感染症に有効となる作用機構に関し
て重要な知見を示している｡
以上の結果は､wuLiが自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示して
いる｡したがって､WuLi提出の博士論文は,博士 (理学)の学位論文として合格と認める｡
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